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ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ 1 (he m e o xy ge n a s e-1, H O-1) (E C l.14.99.3) は2椎類ある ヘ ム オ キ シ ゲ ナ ー ゼ の 1つ であり, 細胞
内 ヘ ム を どリ ベ ル ジ ン, 一 酸化炭素お よ び鉄 に代謝す る律速酵素 と して作用する . 種 々 の 酸化ス ト レ ス 下 で急速 に誘導 され る
こ と で 有効な自己防衛機構の 1つ と し て作用す る と 同時 に, 体内鉄代謝 の 恒常性 にも重要 な役割を果た して い る . 最近, H O-
1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス の 解 析に よ り Ⅲ0-1活性の 欠損が成艮障※, 酸化 ス トレ ス へ の 脆弱性, 貧 血, 多臓器に お よ ぶ 異常 な 鉄
沈着をもた ら すこ とが 示 され た. しか し なが ら ヒ ト疾患 で こ れ まで H O-1欠損が直接の 楠田と な っ た もの は皆無であ る. 今 臥
重度の 発育遅延と遷延す る全身性 の 炎症 をきた し た 6 歳別巳に お い て最初の ヒ ト Ⅲ0-1欠損症を同定 し, 患 者お よ び患者家族
の H O-1蛋白発現, H O-1遺伝子変異お よ び酸化 ス ト レ ス に 対す る細胞脂弱性 を評価 し た. Epstein-Ba r ウ イ ル ス 形質変換B細
胞株 Oymphoblastoidcelllin e, L CI) を用 い た免疫組織化乍及びイ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グに より, ,哲､者r甘来の L C L で はヘ ミ ン , 塩化
カ ド ミ ウ ム , 亜 枇酸な ど多様 な刺激曝露の 際, H O-1産/とが 完仝 に 欠刺 し て い る こ とが 明らか と な っ た . さ ら に正 常対照や他
の 患 者家族由来の L C L で はヘ ミ ン 誘導 の 細胞死 に対 し完全に 批扶刑 を示 した 一 方で , 患 者由来の L C L で はヘ ミ ン によ t)誘導
さ れ る細胞傷害 に対 して 非常 に過敏 であ っ た . こ れ ら は E O-1 が酸 化ス ト レ ス 時の 細胞防御 に お い て重要な役割を果た す こ と
を示唆す る . H O-1 m R N Aの 発現 は へ ミ ン刺激後の L C L を使用 して 逆転写P C R法(r ev e rs etra n s cribed-P C R, RTIP C R)で 検討 し
た . 患者で は2 つ の 異な っ た バ ン ドが 検出さ れ , P C R産物を用い た ダイ レ ク トシ ー ケ ン ス 法 によ り, 長い バ ン ドは 父方対立遺
伝子 に由来 し た エ ク ソ ン3領域内の 2塩基対欠失 に , 短 い バ ン ドは 母方対立遺伝子 に由来 した 完全な エ ク ソ ン 2ス キ ッ ビ ン グ
変異に-･ 致 して い る こ と が 判明 した . 両変異と も フ レ ー ム シ フ トを生 じ て HO-1 蛋白質は甲･期翻訳終結し て い た . 患者家族の
保因者診断は R T-P C Rなら び に 変異特異的P C Rを用 い て エ ク ソ ン 3 領域内の 2塩基対欠尖, エ ク ソ ン2ス キ ッ ビ ン グを各々 同
定 し, 患 者の 姉は 父由来の 変異対立遺伝子を持 つ 保因者で あ る こ と が 決定さ れ た . い ずれ の 変異対立遺伝子 とも100孝一の 非血
緑健常者対照群 で は 検糾さ れ な か っ た . こ れ らの 結果か ら 患者 は H O-1変異の 複合ヘ テ ロ 接合体 と確認 さ れ , ま た Ⅲ0-1 は実
験培養細胞内 , 生 体内を問 わず ス ト レ ス 誘導 に よ る細胞傷害の 際 に重要な防御的役割 を果た し て い る こ と が 強く示唆 され た.
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生 物は 進化の 過程で 大気中 に人量 に存f仁する酸素を電 J
'
･ ′受容
体と して , 嫌気性呼吸 に比 べ よ り エ ネル ギ ー 牛 成効率 の 痛 い 酸
化的リ ン 酸化 を行う こ と で地球内環墳 に適応 し て きた . 同時 に
細胞内で 生 成 され る活性酸素種 は= 血球 の 殺菌作用や制癌作川
と し て生 体防御機構 に利用 さ れ るも の の , そ の 強ノコな 生物毒性
の た め僅か の 量で も ス ト レ ス と なり得 る . 活性 酸素種は こ れ ま
で動脈硬化や 炎症, 虚血性心疾患l 胃粘膜障害な どの 疾病 の み
な らず発癌や 老化 と の 関連性が知 ら れ て お り, 生物 は 前件酸素
種を消去 す る 機構 な しに は 生 存で き な い 1). 多様 な抗酸化防御
機能を有 した 生 物 の み が現在まで進化を遂げた の は 当然の 摂理
で ある. 生体 内で の 抗酸化酵素群 と して ほ前駆物質を除去する
ス ー パ ー オ キ シ ドジ ス ム ク ー ゼ , カ タ ラ
ー ゼ , グル タ チ オ ン ペ
91
ル オ キ シ ダ ー ゼ が 代表的2) であ る が, 熱 シ ョ ッ ク フ ァ ミ リ ー の
lいにも酸化 ス ト レ ス に より臓く誘導 さ れ, 傷害 部位の 構造お よ
び機能の 保持作刷を有す る もの が 存在す る:iトl)
ヘ ム オキ シゲ ナ ー ゼ (he m e oxyge n as e, H O) (E C l.14.99.3) は
ヘ ム 分解の 律速酵素で ポ ル フ ィ リ ン 環 へ の 酸 素添加 によ り ヘ ム
を 開環さ せ , ヒリ ベ ル ジ ン , 一 酸化 炭素, 鉄が 生 成 さ れ る
5)
.
H O に は H O l互=H O-1)と白0 2型(H O-2)の 2種類が存在するも
の の
, 全く異 な っ た 単一一 コ ピ ー 遺伝子 に 由来し, ヌ ク レ オチ ド
配列ヤ ア ミ ノ 酸構成 にお け る相同性 は極め て 低い う`)H卜 1 1j. H O-2
は構成的 に合成 され 中枢神経系 や精巣 で優位 に存在 し, 糖質 コ
ル ナ コ イ ド以 外の ス ト レ ス 刺激 には 全く反応 しない (5). 最近で
は H O-1遺伝子発現 の 制御 6) や 射精7) へ の 関与が 解明さ れ つ つ
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A bbreviatio n s: bp, basepairs;d N T P, de oxyribonu cle otide triphosphate;FIT C, flu or es c einis othiocyan ate; HB,
hepe sbu触 r; H O, he m e o xy ge n as e;IL,interle ukin;L C L,1ym phoblastoidc ell lin e;P B S, Phosphate-buffer ed salin e;




あ るもの の , 生理 作用 は未だ不明 な点が多い . 一 方 , H O-1 は
従来 , 熱 シ ョ ッ ク フ ァ ミ リ ー の 一 員で あ る 熱 シ ョ ッ ク 蛋白32
(he at-Sho ck protein 32) と し ても知 ら れ る ス ト レ ス 誘導型 の 抗
酸化酵素で あり 12), 肝 脾な どの 網 内系を中心に体内で普遍的に
存在する5)6). HO-1自体 に は直接 の 防御作用は なく , 酸化 ス ト
レ ス に対 して は抗酸化作用 や抗炎症作用 を有す る , ヘ ム 分解
の 代謝産物 で ある どリ ベ ル ジ ン , 一 酸化炭素なら び に 二 次産
生物 である フ ェ リ ナ ン が 増生さ れ る こと で 生体防御 に働 い て い
る
13卜 16)
. 通常 マ ク ロ フ ァ ー ジ以 外で の 発現 は 検出限界以 下 で
ある が , ヘ ミ ン
17)18)
, 酸化 リ ボ蛋白
1 9) な どの 酸化 ス ト レ ス や
高熱
2(-) だ けで なく , 亜枇 酸
1 2) に 代表され る重金属, 紫外線Ⅰ2)
や 可 視光線21), 炎症 性サ イ ト カイ ン
22ユ
,
エ ン ド ト キ シ ン
2 3)
, 低
酸 素24) な ど多種 に わ た る ス ト レ ス 刺激 に より短時間で数十倍
レ ベ ル に まで 発現 が増強 さ れ る . こ れ ら は E O-1遺伝子 の プ ロ
モ ー タ ー 額域 に11S F(he atqsho ck nu cle arfa ctoわ, A P→1(a ctiv ato r
pr oteinTl), N F〟 B (n uclearfactor K B) な どの 制御因子が結合
す る こ と で配明され て い る25卜 2即 . 以 上 か ら HO-1は他 の 熟 シ ョ
ッ ク フ ァ ミ リ
ー と 同様にス ト レス 下 で 急速 に発現す る こ と で 生
体防御に働 い て い る もの と考えら れ て い る2 8卜 31)
最 近Po s sら3
2)3 3)は H O-1ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を作製 し, H O-1
欠損 マ ウ ス は 一 定 の 過齢 を超え る と 巨大分子群 の 酸化傷害, 組
織破壊なら び に 慢性炎症 を自然 に発症す る こ と , ま た 貧血も合
併 して綱内系臓器で の 食細胞 と実質細胞内へ の 鉄沈着をきたす
こ と を報告 して い る . こ れ ら の 事実 よりH O-1欠損 は単 に ス ト
レス 応答 に 対す る脆弱性 だけで なく , 酸 化ス ト レ ス に よ っ て 集
積 した細胞内遊離鉄 の 排除と再利用 の 障害 が重要 である と して
い る . しか しなが ら こ れ まで ヒ ト H O-1欠損症 の 報告例 はなく,
ヒ トの ス ト レ ス 応答 に お け る H O-1の 生 体防御物質 と して の 役
割 は 不明な点 が多 い .
今回, 2歳2 ケ 月 時よ り強い 血管内皮傷害 を伴 っ た 原 因不明
の 慢性炎症 が持続 し, 貧血 , 低 ビ リ ル ビン 血 症, 肝膿 大 を認め
て い る6歳 の男児 に お い て , H O-1欠損を同定 し
34)
, 患 者お よ び
患者家族 の 細胞 レ ベ ル で の ス ト レス 応答 に お け る 細胞傷害と
H O嶋1発現 と の 関連性を評価する と 同時に , 患者 の 遺伝子 レ ベ
ル で の 変異 の 同定 な ら び に家族内保因者 の 診断を試 み , 患者病
態 と の 因果関係を検討 した .
対象 お よび方法
L :対 象
対象 は金沢大学医学部小児科 に て 経過観察中 の H O-1欠損症
患者お よび そ の 家族 の 1家系であ る(囲1). 患者以 外 の 家族 は
い ずれ も健康 であり, 母親 に は2度の 流産歴があ る . 後述の 検
査 は全て 家族 へ の 説 明お よ び 同意 を得 た 上 で実施 した . 患 者病
歴 は以下 の 通りであ る.
患者 (図1 , Ⅱ -5) : 2歳2 ケ月時 に弛張熱 と全身性 の 紅斑 の
出現が あり近医を受診した . 明ら か な身体発達遅延があり , 著
明な肝腫大 を伴 っ て い た が牌臓 は触知さ れ なか っ た . 腹部超音
波検査 と99 mTc コ ロ イ ドシ ン チ グ ラ フ ィ ー か ら 無脾症 と確認 さ
れ た. 血 液検査で は著明な白血球増多(51,600//∠l), 血 小板増
多(2,260, 00/〃1), 血 液凝固線洛系 の 克進(フ ィ ブリ ノ ゲ ン109
mg/dl, フ ィ ブ リ ノ ゲ ン 分解産物 D ダイ マ ー 186.1 iLg/dl, ト
ロ ン ビ ン ー ア ン チ ト ロ ン ビ ンⅠⅠ 複合体 202. /Jg/L, プラ ス ミ
ン ー α 2プ ラ ス ミ ン イ ン ヒ ビ タ ー 複 合 体 22.3 m g/dl, V O n
W illebr and 因子活性 580 %, トロ ン ボ モ ジ ュ リ ン 12 F U/ml) お
よ び W H O分類で の Ⅴ 型高脂 血症(血 清総 コ レ ス テ ロ ー ル 5 52
m g/dl, ト リ グ l) セ リ ド 638mg/dl)を認め た . 血 清 フ ェ リ チ ン
(78 0ng/dl), 乳酸脱水素酵素(17,74 0 I U/ , ア ス パ ラ ギ ン 酸
ア ミ ノ 基転移酵素 (442 IU/ は 共に 上 昇 して い たが , ア ラ ニ
ン ア ミ ノ 基 転移酵素 は正 常範囲内であ っ た . 一 方 , 小球性低色
素性貧血 (赤血球1.48× 10
(ソ/∠1, ヘ モ グ ロ ビ ン 濃度4.9g/dl)が
持続 し血 清 ハ プ ト グ ロ ビ ン 濃度の 上 昇 (878m g/dl)を認 め て い
た の に対 して , 血 清 ヘ ム 濃度 は 異常高値(490/∠M)を, 血 清稔
ビリ ル ビ ン は低値(0.1 - 0.3 mg/dl)を推移 して い た . 経過 中に
Co o mbs 試験 が 数回施行 さ れ た が 直接 , 間接共 に常 に結果 は全
て陰性であ っ た . イ ン タ ー ロ イ キ ン (inte rle ukin,IL) -6 は軽 度
高値を示 し た が , 他の 血清サ イ トカ イ ン はⅠし2, 腫瘍壊死 因子
a (tu m o r n e c ro sisfa cto r- α), イ ン タ ー フ ェ ロ ン γ (inte rftr o n-
γ) はい ず れ も正 常範囲内であ っ た . ま た 紹介医 入院時 に開腹
肝な らび に 腎生検 が施行 さ れ た . 肝組織で は グ リ ソ ン鞘 へ の 軽
度リ ン パ 球浸潤を認 め た の み で 線維化や脂肪変性 な どは 著明で
なか っ た . 腎組織 で は 糸球体 は軽度 メ サ ン ギ ウ ム 基 質増殖 を認
め る の み で あ っ た が , 透 過電子顕微鏡像で は基底膜か ら の 血 管
内皮細胞解離 と内皮細胞 下 の 沈着物を認 め た . ベ ル リ ン 青に よ
る鉄染色 で は 腎尿細管, 肝実質細胞 な ら び に Kupffer細胞 に 鉄
沈着を認め た . 開腹 生検時に左季肋下 に は癒痕病変を認め た が
脾臓と は 同定困牡であ っ た. 当科初診時か ら経口 ス テ ロ イ ド剤,
非ス テ ロ イ ド性抗炎症剤の 投与 と定期的な輸血 に よ る 治療が行
われ , 溶血 性貧 血 の 進行抑制まで に は至 ら な か っ た が 全身の 炎
症反応 は比較的良好 に コ ン ト ロ ー ル さ れ , 重 篤な感染の 合併も
なく経過 して い た . しか し発症 か ら4年が 経過 した 時点で慢性
硬膜 下血 腫を併発 した . 穿頭洗浄術 は成功 した が , 術後経過中
に感染 の 合併 に続い て , 突如心肺停止 をきた し, 死亡 し た. 患
者 は病理解剖を行 い , 現 在死 亡原因を究明 して い る .
】l . 方 法
1 . Epstein qBarrウイ ル ス 形質変換 B細胞株 Oymphobla stoid
c elllin e, L CU の 樹立
イ ン フ ォ ー ム ド コ ン セ ン トを得 た患者, そ の 家族お よ び 3字Ⅰ
の 健 常者 よ り ヘ パ リ ン 加末梢静脈 血 よ り フ ィ コ ー ル ー ハ イ
パ ー ク (Fic oll- Hy paque) 比 重遠心法 に て 分離 し た 単核球を
ⅠⅠ
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メ
5
Fig. 1. Pedigr e ewith HO-1 de丘cien cy. T he arrO Windic atesthe
Pr Oba nd ofthe pedigr e e. Cir cle s, fem ale s; Squ a reS, m ale s;
sm allclos ed cir cles , al) O rtio n s;half･ illed, the pate r n al o r




















2_ ア ミ ノ エ チ ル イ ソ チ オ ウ ロ ニ ウ ム ブ ロ マ イ ド (2-
amin o ethylis othio u r o niu mbro mide) (Sigm aChe mic al Co . ,
St. Leuis, US A) 処理 ヒ ツ ジ赤血 球を用 い て ロ ゼ ッ ト法と フ ィ コ
ー ル ー ハ イ パ ー ク 比重遠心法に よ り E ロ ゼ ッ ト非形成細胞 を分
離回収 した . 各 々 の L C L はE ロ ゼ ッ ト非形成細胞 に B 9 5-8細
胞株培養 上浦を添加 し て樹立 し, さ ら に 限界希釈法
35) に よ る
ク ロ
ー ニ ン グ を行 っ た .
2 . ヘ ミ ン 誘導に よ る H O蛋白質発現の 検討
1)試料の 準備
樹立し たL C L は10 %非働化 ウ シ胎児血清 (fetal calfs e ru m),
25m M H E P E S, 5 × 1 0｢5M 2- メ ル カ プ ト エ タ ノ ー ル (2-
m e rcapto ethan ol), 100 U/mlペ ニ シ
1) ン G , 10/1g/ml ゲン タ
マ イ シ ン を含 む R P M I1640培養液(Gibc oLabo rato rie s, Gr and
Isla nd, U S A) に 1 × 10
5/mlの 割合で 浮遊 させ , 48穴 マ イ ク ロ
タ イタ ー プ レ ー ト (Co star no.3548, Co star, Ca mbridge, US A) に
分注 し, へ ミ ン は (he min)(Sigm aC he mical Co.) を0.1 m M か
ら100m M ま で の 各濃度とな る よ う に , ま た塩化 カ ドミ ウ ム
(Cd C12)(和光純薬工業, 大阪), 亜 枇酸 (NaAs 02) (和光純薬]L二
業) は共に10m M の 濃度と な る よう に 添加後, 37 ℃, 5 % C O2
の 条件 下で 6 時間培養 し た. また ヘ ミ ン 添加 の な い も の を コ ン
トロ ー ル と した .
2)イ ム ノ ブ ロ ッ ト
刺激後の 各L C Lの 細 胞数を1× 107個 に そ れ ぞ れ 調節 し, リ
ン酸緩衝生理食塩水 bho sphate-buffe red s alin e, P B S, P H 7.2) で
1 回洗浄後10 %三 塩化酢酸(trichlo r a cetic a cid)と混和 し, 10
分間氷上 で 静置 させ た . 15,000rpm X 5分で 遠心後上層 を除去
し, 沈渡 に9 M尿素, 2 % トリ トン Crrito n) × -100, 20 % 2- メ ル
カ プ ト エ タ ノ ー ル 混 合液8 0′"1を添加 し超音波処 理を加え た ･
20 % S D S 2 0FLl を添 加 し混合の 後, 1 M ト
7)ス ア ミ ノ メ タ ン
Crris a min o m ethan e) を加え中和 した . 電気 泳動 は Laem mliの
S D S-P A G E法 に準 じ て
36) ゲ ル 濃度が 5 % から20% の ポリ ア ク 1)
ル ア ミ ドゲ ル (ア ト ー , 東京)を使用 し, 各試料 は加温せず に
25/Llず つ を 泳動 した . 電気泳動終了後 H O RIZ B L O T ブロ ツ テ
ィ ン グ装置(ア ト ー ) を用 い て ニ トロ セ ル ロ






Ame rsha m Pha r m a cia Biote ch In c. , Bu ckingha m, U K) に
転写 し, P BS で溶解 し た5 %ス キ ム ミ ル ク (森永, 束京)を用 い
て 1時間 ブ ロ ッ キ ン グ 処理 を し た 後, 0.1 %ツ イ ー ン 20加P B S
(P BS-0.1 % Tw e e n20, P B S-T) に て 2,000倍 に 希釈 し た ウ サ ギ杭
ヒ ト H O-1抗体 (A 瓜nity Bio re age nts, Golde n, U S A), ある い は
2,000倍 に希釈 した ウ サ ギ抗 ヒ ト B O-2抗体を 一 次抗体 と し て室
温で 1時間反応 さ せ た . P B S⊥T にて 15分, 3 回洗浄 し, P B S-T
にて20,000倍 に希釈 した ワ サ ビ ペ ル オ キ シ ダ ー ゼ 標識 ロ バ 杭 ウ
サ ギ 抗体を二 次抗体 と し て さ ら に 1 時間反応 さ せ た . 再 度
P B S-T に て 洗浄後 E C Lウ エ ス タ ン ブ ロ ツ テ ィ ン グ検 出試薬
(A皿 e rSha m Phar m a cia Biote ch In c.) を使用 して, 高感度 ケ ミル
ミネ ッ セ ン ス フ イ ル ム (H Y P E R FI L M
T M
- E C L
TM
, Am e r sha m




刺激後の 各 L C L 5× 1 04個 を細胞遠心沈殿装置 Cyto spin2
(Shando nSo uther nProdu cts, C he shir e, U K) を用 い て ス ライ ド
ガ ラス 上 に遠沈 して 塗抹標本 を作成 し, 十分風乾 させ た後4℃
ア セ ト ン で 固定 し た . ト リ ス ア ミ ノ メ タ ン 緩衝 生 理食塩水
Crris-buffereds alin e, T B S, P H 7.2) にて 洗浄 し, 25倍希釈正常 ウ
サ ギ 血清 (D A R O Co ., Cope nhage n, De n m a rk) で30分間 ブロ ッ
キ ン グ処理後, 100倍希釈の ウ サ ギ 抗 ヒ ト E O-1抗 体(A 組nity
Bior e age nts) を
一 次抗体と して 室温で 1時間反応 させ た . T B S
にて 5分 , 3回洗浄後ア ル カ リ フ ォ ス フ ァ タ ー ゼ 標識 ヒ ツ ジ 抗
ヤ ギ 血清CrA G O In c. , Bu rlinga m e, US A)を二 次抗体 と し てさら
に30分間反応 させ た . 再度 P B S ↑ に て洗浄後 Fa st red T Rsalt
(Sigm aC he mic al Co.)に て発色 させ て 観察 した .
4)フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー
刺 激後の 各L C L lX lO6個 を P B S で 1回洗浄後, P B S で調製
し た4 %パ ラ ホ ル ム ア ル デ ド(pa rafo r m aldehyde, ホ ル マ 1) ン)
で4 ℃, 20分 間固定 し た. 再度 P B S で 2回洗浄 して 0.1 % ト リ
ト ン Ⅹ-10 0 に5分間浸透 させ た後 , 一 次抗 体と して ウサ ギ抗 ヒ
トH O-1抗 体(A 班nity Bio re age nts) を添加 し4 ℃, 30分間反応
させ た . さ ら に P B S で2匝目先浄後 ∴ 二次抗体 と し て フ ル オ レ ッ
セ ン , イ ソ テ オ シア ン酸 (山10re SC ein isothio cya n ate, FIT C) 標
識抗 ウ サ ギ抗体 を揺加 し4℃, 30分 間染色 し た . 約1皿1 の P B S
に 再浮遊 し フ ロ ー サ イ ト メ ー タ ー Cyto r o nAbs olute (Ortho
Diagno stic Syste m, 束京) を用 い て , 細胞5,000個ず つ にお ける
H O-1発現 を解析 した . 尚, 正常 ウサ ギ 血清(D A K O, Glo strup,
De n m ark)を対照と して 用い た .
3 . 各種ス ト レ ス 誘導 F での 細胞傷害解析
各L C L が トリバ ン プ ル ー に よ っ て 生存率が90% 以 上 であ る こ
と を確認 した うえで , 上記培養条件下 で ヘ ミ ン お よ び塩化 カ ド
ミ ウ ム の 各誘導物質 を添加 し て 2 4時間培養 L , 培 養終了後
FITC標識ア ネキ シ ン V (an n exin V) 結合を用 い た フ ロ ー サ イ
ト メ ト リ ー 法 を用 い て 生 存率を算出 し た . P B S に て洗浄後,
1 × 10〔個/ml の 濃度で 100mlの ア ネ キ シ ン Ⅴ結合解析用 ヘ ペ
ス 樟衝液(Hepe sbuffe r, H B;20 m M ヘ ペ ス , 140mM NaCl, 5
m M K Cl, 1 m M MgC12, 2.5 m M CaC12, 1.2 m M NaHPO1`
･ 12
水和物 , 0.5 %ウ シ 血 清 ア ル ブ ミ ン) に 西澤遊 し , 500倍希釈
FIT C標識 ア ネキ シ ン V (Be nde rM ed, Vie n n a, Au stria) を 添加
後事温暗所 で1 5分間反応 させ た . さ ら に H B で10倍希釈後フ
ロ ー サ イ ト メ ー タ ー Cytor o nAbs olute (Ortho D iagn o stic
Syste m) に て細胞5,000佃ず つ 解析 した . 前方散乱と FIT C蛍光
の 2パ ラ メ 【 タ ー 解析に より紺胞 の 生 死 を判定 し
:i 8)
, 無刺激培
養 で の 生 存細胞数を100 % と して 各刺激物質添加培養 卜で の /i三
存率 を算付し た .
4 . Ⅲ0-1 遺伝子の 解析
1)核酸摘出用試料の 準備
樹 立 し た L C L は前述の 培養条件下 で 増殖後 , 0.1 M P B S で 2
回洗浄 し た もの を試料 と し た . こ れ と は別 に R N A抽出用 に は
10分 の 1容の 1mM 亜 批酸を培養液に添加 して3時間培養 した も
の を便月]し た . 一 方, 死 産 した 同胞(図1 , Ⅲ -3) に関 して は ホ
ル マ リ ン 固定 l パ ラ フ ィ ン 包埋処理済み の 剖検標本だけが現存
して い た た め , 腎組織より D N A抽出の み 行 っ た . ま た本症例
で確認 され た遺伝子変異の 一 般出現頻度算定 の 目的で100名の
非血 縁で ある 当院外来患者 か らイ ン フ ォ ー ム ドコ ン セ ン トを得
た 上 で E D T A加末梢静脈 血を採取 した . 得 ら れ た 仝血 の う ち
200pl はそれ ぞ れ96穴 マ イ ク ロ タ イ タ
ー プ レ ー ト (Co rning
94
Glas sWo rks, Co rning, U S A) に分注 し, LC L と同様 に 1 ⅡM 亜
祉ヒ酸10〃1を添加 し た上 で 3時間培養後直ち に R N A抽出を行 っ
た . 残りの 全血 には 等量 の 1 % デ キス ト ラ ン を加 え よく転倒混
和後室温 で 30分静置 し, 分離 し た 上 層 を 別の 試験管 に移 し取
り, 1,500rpm X 5分 の 遠心 で白 血 球分画を回収した . 混入 し
た 赤血球 は 0.2% 食塩水を加え て増枠 に よ り溶血 させ 除去 し ,
10分 の 1容 の 1.785 %食塩水を加え等張 と した 後で , 再度 遠心
によ り白血球分画を回収 した もの をP B S で 1回洗浄 し, こ れ を
D N A抽出用試料 と した .
2) 核酸の 抽出
L C L お よ び末梢血白血球 は各々 2× 107個 を P B S lml に再浮
遊 させ , 10m g/mlの プ ロ テ ナ ー ゼ K (和光純薬工 業)100〃1を
添加後, DNA / R N A/ プ ラ ス ミ ド抽出 シ ス テ ム モ デ ル 34 1
(Perkin - Elm erAp pliedBio syste m sDivisio n, No r w alk, U S A) に
て 各細胞 より染色体 D N Aを抽出 した . ホ ル マ リ ン 固定組織 は
3m m 立 方 に 細片化 し た も の に1 × 細 胞溶解用繚衝 液 (1ysis
buffe r, Pe rkin - Elm e rApplied Biosystem sDivision)500〃1,
10mg/mlの プ ロ テ ナ ー ゼ E 50〃l を加えて恒温槽で 50℃, 48時
間加温 した . 完全溶解後 に フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 抽出 と エ
タ ノ ー ル 沈澱 を行 っ た . い ず れ も得 ら れ た D N A は 1× T E権
衡液(10mM トリス ア ミ ノ メ タ ン , 1rh M E D T A, PH 6.8) に溶
解 し て 一 部を取り, 260n m の 吸光度を測定 し て D N A濃度を計
算 した .
mR N Aの 抽 出精製 に は Cho m c zyn ski ら
39) の 酸 グ ア ニ ジ ニ ウ
ム ー フ ェ ノ ー ル / ク ロ ロ ホ ル ム 法 と P harm a cia Biote ch P- L
Bio che micals の オリ ゴ (dT) セ ル ロ ー ス ス ピ ン カ ラ ム 法 と を組
み 合 わ せ た Quick Pr ep⑪ m R N A抽 出 キ ッ ト (Am e r sham
Phar m acia Biote ch In c.) を使用 した . 亜 批酸刺激後 の L C L lX
lO
6個 も しく は 仝血 25〃1 か ら得 ら れ た m R N Aを含む抽出液 を





Fig. 2. Str u ctu r al o rga niz atio n of H O
-1 ge n e a nd the
dipo sitio n s of P C Rprim e r sfo r m utatio n al a n alysis. Coding
regio n s a reindic ated byshaded bo x e s.
エ タ ノ ー ル 沈澱 の 後, 1 × T E緩衝液に溶解 して D N A と同様 に
mR N A濃度を計算 し た .
3)P C R プ ラ イマ ー の 作成
H O-1 お よ び H O-2の cD N A塩基配列 は ゲ ノ ム デ ー タ ベ ー ス
(Gen o m eData Ba se, Baltim o re, U S A) ま た は 文献
18) か ら 引用 し
た
. 今回 H Otl遺伝子 の 翻訳領域 の うち, エ ク ソ ン1 か らエ ク
ソ ン 3領域まで の 上流域 で は H O-2遺 伝子 と の 相 同性が特 に低
い こ と に 注目 し て独自 に PC Rプ ラ イ マ ー を設計 し, 合成 は フ
ナ コ シ (束京)に委託 し た. 図2, 表1に使用 し たP C Rプ ラ イ マ
ー の 部位, 塩基 配列 , PCR産物 の 大きさを 一 覧に して 示す. こ
の うち De1 3 は後述す る父親型変異配列 に特異的な プ ラ イ マ ー
で あり, 正常 配列特異的な3 N と組み 合わ せ て父親型変異配列
の 検出 には AmpliBc atio n reh･aCtO ry m utatio n syste m 法
4O)を用い
た.
4L)P C R お よ び逆転写P C R法 (r ev e rs etr a n s c ribed-P C R, RTI
PC R)
41)42)
R T-P C R に は Re ady-To- GoT M R T-P C R ビ
ー ズ (Am ersham
P ha rm a Cia Biote ch In c.)を使用 し た. 即ち mR N AO.5 /1g を鋳型
と し て ラ ン ダ ム プ ライ マ ー 法 に て 1本鎖cD N Aを合成 し, 続い
て同 一 チ ュ ー ブ 内 にP C R プ ライマ ー を加 えた 後 に P C R を行う
もの で ある . まず キ ッ トの 200〃1容量チ ュ
ー ブ内 にあ る ビ ー ズ
を二 炭酸 ジ ュ テ ル(diethylpyr o c arbo n ate, D E P C) 水30〃1を加え
て氷上 で 溶解 , こ れ に m R N A O.5 /J g と キ ッ トに 付属の ラ ン ダ
ム ヘ キサ ヌ ク レ オ チ ドプ ラ イ マ ー (宝酒乱 東京)0.5/ノ g//∠l,
10/∠lを加え, 1× T E壊衝液 bH 6.8) で総量 45/ノ=こ調整 し た.
次 に Gen eAmp
T M p c R シス テ ム 9600-R(Pe rkin - Elm erAp plied
Biosystem sDivisio n, Califo rnia, U S A) を用い て65 ℃で 10分間保
持後20分 か けて 25℃ まで 冷却す る こ と で R N Aの 変性と プ ライ
マ ー の ア ニ ー リ ン グ を 行 い , さ ら に4 2 ℃ で 60分間保持 し
cD N Aを合成さ せ た 後9 0 ℃, 2分間で 逆転写酵素を失活 させ た.
反応終了後に各プ ラ イ マ ー と 1× T E纏衝液(pH 7.0)5/Ll を加
え, 全量50/∠1 と しP C Rを行 っ た . こ の 時点 で各2 m M デ オ キ
シ ヌ ク レ オ チ ド三 リ ン 酸 (de o xyribo n u cle otide tripho sphate,
d N T P), 10m M T hs- H Cl(pH 9.0), 60m M K Cl, 1.5m M MgC12,
Taq D NA ポ
1) メ ラ ー ゼ2.0単位の 最終組成 と な る . 一 方, 染色
体 D N Aの P C R は抽出 し た D N A O.1/L g を 鋳型 と して , 各 プ ラ
Tablel. P C Rprlm er S for a mplific atio n ofthe H O-1 ge ne









Coo rdin ates* Pr odu ct size (bp)
5'-CT CCCCTCG AGCGT C C T C-3
'
5●- G G CT GGT GT GT AGGG GA TG-3T
5
'












- GCGC T GCA TG G CTG GTG TA -3
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5t- G CCCTG GAGG A GAGA T TG-3
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Fig.3. Indu ctio n of HO-1and H O-2 血 LCLcells 血
･
O mthe patie nt. u)Im m u n oblotting of H O-1 in du c ed in he min-Stim ulated L CI3 . L C L
C ells打o mthepatie nt and a n o r malc o ntroIw ere cultu e rd in the absenc e, O rim thepre s en ce of the in dicatedc o n c e ntradon s of hem in for6
hr. Celllys ate s w e reprepa red a sde scri bed in the M ethods. Blotted membr ane WaS r ea Cted wi the mixtu r e ofa nti･H O-1 anda nti- H O-2
antis er a, fo1lo w ed bythe rea ctio nwi th H R P{ O njugateda nti-rabbitIgG. 田)Im m u n oblottingof HO-1indu ced inI.C Lc ensfro mthepadent
anda norm alco ntrol, wilich w e re expo s edtolOm M e a ch of C d C12 0 r SOdiu m a rse nite for6 hr.
He min stim ulatio n
Contr ol
Patient
Fig･4･ Im m u n ohistoche mical staining of HO-1in hemin -
S血一ulated L C Lc ells･ A Rerblo cking wi thn o r malg･O atS erum ,
Spe Cim e n s of lL Lcells w e re stain ed wi th叩pr Opriatediludon s
Ofanti-H O-1 rabbitantise ru mfor lhatroom tempe r atu re.
A 触r wa shingthe slide sin m sbu鮎 r, alk alinephosphata se
CO町ugatedgoat antirabbit anitise ru m W a S re a Cted for30 min
atr o o mte mpe r atu re･ Alkalin epho sphata s e activity w a s




イ マ ー , 2m M の各d N T P, P C R反応緩衝液 (10m M Tris-HCl
bH 8.3),50m M K Cl, 1.5m M MgC12), 1 払q D N A ポ7) メ ラー ゼ
O)e 血 - E lme rCetu s, No r w ak, U S A)1.25単位を加えて全景50
〝 1 で行 っ た ･ 尚, プライ マ ー 貴終 漉度 は5 N/3 N のみ 0.5/′M ,
ほ か の プ ライ マ ー 対で は0.2/ノM が 至通条件 であっ た .
反応は Ge n eAmp
TM p cR シ ス テ ム 960 0･R を用 い , 94℃ × 5
分の 初期変性 の後 , 95℃ ×30秒 , 弘 ℃ で30秒, 72℃× 30秒の
サ イ ク ル を3 5～ 40 サ イ クル 行 っ た . 反応後10分 の 1容量の タ
イ プⅠⅠ 泳動後衛液(0.25 % ブロ モ フ ェ ノ ー ル ブ ル ー , 0.25 % キ
シ レ ン シ ア ノ ー ル
, 1 5 %フ ィ コ
ー ル 40 0)を加え, 10/∠ 1を
3 % ア ガロ ー ス ゲル (H 14-
′
Ib k訂 a, 宝 酒造) に泳動 しエ チ ジ
ウム ブ ロ マ イ ド染色後, 紫外線照射装置(トラ ン ス イ ル ミネ 一
夕 ー , フ ナ コ シ)上 で 観察した .
5)P C R ダイ レクトシ ー ケ ン ス 法 によ る塩基配列の決定
43) 叫
P C R, RTIP C R法 によ り増幅 した D N A断片のうち, 5 N/3 N,
De1 5/3 R につ い て は D N Acycle s equ e n singkit(Pe 血 n - E lmer
Applied Biosyste m sDivisio n)を用 い て シ ー ケ ン ス 反応を行い ,
D N A シー ケ ン サ 37 1 A(Pe rkin - Elm e rAp plied Bio syste m s
Divisio n) に て解析した . シ ー ケ ン ス プラ イ マ ー に は各P C Rプ
ラ イ マ ー を その まま使用 し, 鋳型 に は 反応後の P C R反応液よ
り マ イ ク ロ コ ン ー100(宝酒造) にて 過剰なプ ライマ ー , 塩基を
除去したもの を使用した . 反応 は Ge ne AmpTMp c R シス テ ム
9 600- R を使用 し , プ レ ー トを予 め 95℃ に保温して お い た 後
96℃ × 15軌 50℃ × 1軌 70℃× 4 分の サイ ク?レを2 5回線り
返 した . 反応後は フ ェ ノ ー ル /ク ロ ロ ホ ル ム 抽出に て過剰なプ
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Fig･5･ Cytoto xity as s ayinthe patie nt and a c o ntr ol･ u )Ide ntiBc atio n ofdead o r叩 OptOtic L C Lc ells. Cell de atho r apopto sis w as
inde ntiBed bylo w e red forw a rd lights catter a nd high an n e Xin V bindngu singa且o w cyto meter･ (B)Viabilityof L C Lcells血･O m thepatient
and a n o r malc o ntrol･ Ⅷ ey w e re expo sedfor24 hrsto se v e ral do s e s of hemin o rCd C12 ･ Pe rc e nts u rvi alw a sdete r min申 by co mparlng
With the survivalofcells c ultu red with m ediu m alo n e. ●, Patie nt; ○, No r m alc o ntr ol. Ea ch datu m repr e s entsthe X ± S Dofthre e






















































FlⅦOr eS Ce n C einte n sity(Log)
Fig･6･ Flowcyto me tric a nalysis of in du ced H O-1e xpres sio n in
L C Lce11s &om family m e mbers. L C Lcells weretr e ated wi th
anti- H O-1 antise ru mand furtherstain ed wi dl F rr C･{Onjugated
anti- rab bitIgG. n eflu o re s ce n cein te nsity w a s anlyzed by a
flo wcyto m ete r.
収 した . シ ー ク エ ン ス ゲ ル は I.o ngRaIlge r仏T Bio che m, 東洋紡
績, 東京)を用 い 1× T ris- ホ ウ#-E D T ACr B E)複衝液に て40 W
定電圧で泳動 した .
成 績
1 . 酸 化ス ト レス 刺激 によ る 患者L C L での H O-1産 生
息者L C L に おけ る各濃度 の ヘ ミ ン 添加 に よ る H O-1産生 を正
常肘照と比較検討した. イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グ によ り正 常対照
で は 無添加 ですで に微量な が ら もH O-1が検 出 さ れ, さ ら に ヘ
ミ ン 添加後の H O-1 は濃度依存性 に増加して い る こ と が認 め ら
れ た が , こ れ に対 して患者で は H O-1 は全 て の 条件下 で い ずれ
も検出 さ れ なか っ た . また 構成酵素 であ る Ⅲ0-2 は患者 , 正 常
対照共に ヘ ミ ン 添加 に 関係なく検出 され た (図3 A). 同様 に 亜
枇酸 や塩化 カ ドミ ウ ム10m M の 添加時でも患者L C Lの H O-1産
生 は検出されなか っ た (図3 B). ま た ヘ ミ ン添加後の患者培養
細胞 の標本を用い た 免疫組織化学でも標本上 の 全 て の L C L が抗
ヒ トH O-1抗体 で 染色されなか っ た こ と か らも , 患者 L C L全て
にH O-1産生 が 欠如して い る こ とが 明ら か に され た (囲4).
2 . 酸化 ス ト レス 刺 激下 で の L C L細胞傷害 の比較
患者L C L お よ び正常対照を各濃度の ヘ ミ ン , 塩化 カ ドミ ウム
漆加培養液で 24時間培養し, F 汀C標識アネキ シ ン Ⅴ 結合を用
い た フ ロ ー サ イ ト メ ト リ ー 解析 に よ り平均細胞 生存率の 経時的
な推移を比較した (図5 A, B)45). 図5 A でヘ ミ ン 添加 の 例を
示すが , ス ト レ ス 刺激 に よ りア ポ ト ー シ ス ない しは 細胞死 に至




H O- 1欠損症家系の 遺伝子異常及び細胞傷害機構
性を発現す る よう に なる ･ 平均細胞生存率 は各L C L5,000個 の
うち, こ の 細胞群を2パ ラ メ ー タ ー 解析 に て検出する こ と で算
出 した. 患者L C Lと正 常対照とを比較する と塩化 カ ドミウ ム の









が ら ヘ ミ ン 添加時 で は患者L C Lの 生存率 は5 0FL M の濃度です
で に50 % 以下に , さら に100′" M で は13 %, 200〃M で は8 %
にまで 低下し, 濃度依存性 に細胞傷害 が誘導され た の に対して,














Fig･ 7･ 鮎 spo n s e s of H O-1 expre s sio n in hemin-Shm ulatedLC Lc ells fro m 払mily m e mbe rs･ lmm u n oblotting of her nin-in du c ed H O-1 仏)
and he min-indu ced c e11 de ath(B)inL C Lc ells fro mthe hmily m e mbe rs aAer24hrs expo su reto lOOm M of hemin .Im m u n oblo牡inga nd
Ce11viabilitY analysis w e repe rfor med asde scri bed in Fig･ 3and Fig･ 5･ Indivi dualsII:2 and II‥3w er e not an alyz ed fbr H Oe xpr es sio n
beca use s ample swe re n ota vailable･ Ho w e ver･im m u n ohisto che micalstudy re v ealed n o m al H O-1 expre ssionbyhepadc Kup触r c e11s of








麹錦療 済 岬 399 bp
勝 一 278 bp
M ate r n al m utatio n
___ 二___ _ こ _ _ _ _ _ _ _ _ _
Fig･8･ Mutaion analysis of H O･1 m ate rnal alle e･ ㈱ RTIP C Ranalysis for H O-1 m R N A ∴nl epade ntla n e and his m othe rlan e$how a血ort
eXtraband thatisn otseeninthe c o ntrolando也er m e mbe rsofthe h mi ly･Indi vi dualsI7:2and II:3were n otgen oty ped be c ause n o mR N A
StO Ck w a savai h ble･ M ,100 bp D N A ladde r m olecula r ma止er; C, No r malco ntrol･ (B)Pa rts of the sequ e n cing patern &o m m ate rnal
m utatio nal1ele and the no rmalco ntrol al1ele .
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れなか っ た(図5 B).
3 . 患者家系に お ける へ ミ ン 刺激 に対す る H O-1産生 およ び
細胞傷害の相違
今回の 研究で は患者の父親, 母親, 姉, 兄に つ い てもL C Lを
樹立しており, 100〃M の 濃度 に調製 した ヘ ミ ン 添カロ培養液中
で培養後に前述の方法を用 い て H O-1検出 と平均細胞生存率 の
算出を行い , 点者 との 比較検討を行 っ た . フ ロ ー サ イ ト メ トリ
ー 法 に よ る検討で は患者L C L での み B O･1産生 が 欠如 して い た
が , 両 親, 姉, 兄 由来の L C L は全て 正常対照と同様 の H O-1産
生を示 した (園6). さ らに イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グで は , へ ミ ン
漆 加 によ り患者以外 の家族 の い ず れ に お い て もH O-1 が強く検
出され た (図7 A). 一 方, ヘ ミ ン誘導性の 細胞傷害 は患者 L C L
で の み認 め ら れ, 家族L C Lを用い た 場合に は殆 ど細胞傷害 は誘
導され なか っ た (図7B).
4 . R r P C R に よ る H O-1遺伝子変異の 検出
患者, 患者家族 , お よ び健常人 の LC L より亜 批酸刺激で得 ら
れ た m R N Aを鋳型 として , ビ0-1遺伝子翻訳領域 の 5
'側を 中心
にプ ラ イ マ ー 対 を設定 し て PC R反応 を行 っ た . 5 N/3 Nの




物だけでなく , 正常 よ り120塩基対(ba sepair, bp) ほ ど短い 増
幅産物も検出され た (図8A). ま た患者 の 正 常長相当の 産物で
は エ チ ジ ウ ム ブ ロ マ イ ド染色 にお い て 他 の 者 と比 べ て 発現量が
明らか に 低下 して お り , 両 産物と も患者 H O-1対立遺伝子対の
別個 に存在す る変異を増幅 して い る可能性を示唆 してい た .
5 . ダイ レク ト シ ー ク エ ン ス に よ る H O-1変 異対立遺伝子の
同定
5 N/3N の 肝 P C R で得 ら れ た増幅産物を ダイ レク トシ ー ク
エ ン ス し, 塩基配列を決定 した . 患者 と母親 か ら得 ら れ た短い
増幅産物 は27 8bp相当 で あり, 共 に エ ク ソ ン2 が完全 に欠失 し
て い た. 正常産物 と の 差は 12 1bpと, 泳動 の 結果 に
一 致 してお
り, 母親由来 の 変異対立遺伝子 に お ける ス プ ラ イ シ ン グ の 過程
で エ ク ソ ン 2ス キ ッ ビ ン グが 生 じた もの と 考えら れ た (図8 B).
一 方 , 患者 の 正 常長相当の 増幅産物 は397bp相 当で あり, エ ク
ソ ン3内の2塩基欠失, 461delC A が認 め られ た (図9B). こ れ
は染 色体 D N A でもDe1 5/ De1 3 の2塩基欠失変異特異的な
P C Rを行う こ とで , 父親 と姉に お い て患者と同様に1 62bp相当
の 増幅産物 が検出さ れ た (図9 A). また デ ー タ には 示さ なか っ
た が 染色体 D N A か らの De1 5/Seq3 P C R増幅産物に お い ても
ダ イ レク ト シ ー ク エ ン ス を行 い , 3 人 とも2本鎖 D N Aの 一 方に
Co ntr oI
C C C〔 T R C R CRC C R G C C
lマロ 1 8〔
- 15 3 bp
ー 1 62 bp
Pate r n al m utation
C 〔=: [T RC R C C R 6 C C
【 1 70
. _ _
Fig.9. Mut aio n anlysisof H O-1pate malallele. 仏)P C Ran alysisfo i･ H O･lge n omic D N Au singA R M S(amPli丘c叙io n r eなa cto ry m utatio n
SySte m). D N Aco ntroI P C Rprim e rs(De15/3N)a mpli& al1 D N Asa mple s. M11tado n spe ci丘c P C Rprim e rs(De15/ De13) am p坤 也e 2-
n udeotidedete cted sequ e n ces.Indivi dual ⅠⅠ:2 w a s n otge noty ped bec au se n oD N Asto ck wa s a vai1able . M , 1 00 bpD N A ladder m ore c ular


























Table. 2 Mut ant auele freque n ce s a m o ng ge n eral population
A lle e type(%)





Male 5 6 0(0) 0(0) 112(100)
Fe m ale 44 0(0) 0(0) 88(10)
D+ , Pate rn al mutatio npositiv e allele (Ex o n3 2
- n u Cleotide
deletion);S
+
, Mate m alm utationpo sidv eal 1ele(Ex on2 skipping);
D./S ∴Doub le negative allele .
の み同変異が認 め ら れ た . 以 上 の 結果 か ら父親 は エ ク ソ ン3領
域内の 2塩基欠失 を, 母親は m R N Aレ ベ ル で の エ ク ソ ン2ス キ
ッ ビン グ を持 つ ヘ テ ロ 接 合体 であり , 患 者は 両遺伝F 変異の 複
合 ヘ テ ロ 接 合体と同定 され た . どち らの 変輿も m R NA レベ ル で
フ レ ー ム シ フ トを きた して早期翻訳終結 して お り, こ れ は 患者
H O-1 が欠損 して い た イ ム ノ ブ ロ ッ テ イ ン グの 結果を裏付ける
もの で あ っ た . また患者 の 姉は 父親由来の 変異対立遺伝子を持
つ 保因者 であ る こ とが 明 らか と な っ た .
6 . B O-1両道伝千変異 の 一 般出現頻度 の 検討
今回同定さ れ た両変異 に関 して は 非血 縁者10 0名の ス クリ ー
ニ ン グに よ り･仰･ 般出硯頻度 の 検討も行 っ た (表2). 結束 は全例
にお い て 両変異 とも検出され なか っ た .
考 察
Ⅲ0-1は ヘ ム 分 解の 律速酵素であ る が , そ の 代 謝産物 は様 々
な抗炎症作用を有 して い る. どリ ベ ル ジ ン は抗 酸化作用と抗補
体活性 を, ･d 酸化炭素 は cG M P を介 した微小循環調節と抗 血小
板凝集作川 を持 つ こ とが 知 ら れ て お り , さ ら に フ ェ リ ナ ン の 増
生 は強力 な酸化作用 を持 つ 遊離鉄 を除去する こ と で 生 体防御に
働 い て い る も の と 提唱 さ れ て い る
1:り､1-i)
. 韓近Po s s
こち2):i:i) ら は
H O-1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス を川 い て , H O-1の 生 体内に お け る 機
能的意義 を検討 し報告 して い る . 彼 ら の 検 討 に よ る と , H O-1
欠損 ホ モ 型は 既 に胎生 凱 で淘汰が働 い て 旧姓 率 が20(‰と 低く ,
1･〉･‥･一 定の 過 齢を超える と 巨大分子群の 酸化傷害, 組織破壊 を伴 っ
た慢性炎症 を発症 し , さ ら に 内毒素に対す る拭拭惟が 着け=二低
下す る な ど, 種々 の ス ト レ ス に 対す る 脆弱性が特徴的 に観察 さ
れる . さ ら に網l勺系臓器内で食剛胞 と美質糾胞内へ の 鉄沈府を
きた し, 貧血 , 肝牌腫 を合併す る こ と か ら , H O-1 ノ ッ ク ア ウ
ト マ ウ ス の 病 態形成に は酸化 ス ト レ ス に よ っ て 集積 し た細胞l勺
遊離鉄の 排除と再利川の 障害が重要 な役割 を果た し て い る と 報
告し て い る . 一一 方, 本研究 に お い て 解 析 した ヒ トⅢ0-1欠損症
にお い て も, 生 検組織を用い た検討で は 腎尿細管 や肝実質細胞
にお け る鉄沈着が確認 さ れ, こ れ ら の 所 見は ヘ ム 代 謝酵素で あ
る H O-1欠損 に よ る鉄再利用障害 に特徴的と考え られ る . し か
し, ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス にお い て証明 さ れ た 実質臓器に お ける
鉄沈着は 50週齢 マ ウ ス で の 観察 の た め 長期間 に わ た る 鉄代謝
異常 を反映 し て い る と 考え ら れ, 本症 例に お ける 鉄沈着が そ れ
ほ ど顕著で な い こ とか ら少 なく と も幼児期 にお い て は 鉄再利用
障害 と実質臓器 における鉄沈着 が主た る 病態と なる と は 考え難
い
. 最 も重要な所見 は む しろ血 管内血球破壊, 凝固 ･ 線溶系の
克嵐 腎組織 に お ける 毛細血管内皮剥離 な どで あり, そ の 背景
には 全身性の 血管内皮傷害がある と 考え られ た.
H O-1 は酸化ス ト レ ス , 特 に ヘ ム 蛋白 に曝露され た細胞 を防
御 し, 細胞死 を阻止す る こ と が 知 られ てい る. 何 らか の 転機 で
血管内溶血 が起 こ っ た際 に は血 管内皮 は持続的 に ヘ ム 蛋白に 曝
露 され て 細胞傷害を受け ると 考えら れ るが , HO-1 が欠損す る
こ と によ り ヘ ム 蛋白の ク リ ア ラ ン ス の 遅延 と血 管内皮保護作用
を有する どリ ベ ル ジ ン な い し 一 酸化炭素 の 合成障害が相乗的に
作用 し, 血 管内皮傷害が増幅 さ れ る もの と 考えら れ る
46)
. この
よ うな血 管内皮傷害は新 た な血 球破壊を惹起 し, ヘ ム 蛋白は さ
ら に増加するもの と予想さ れ る . 著明な 白血球と血小板 の 増加,
破砕赤血球の 存在や凝固 ･ 線溶系 の 克進 な ど, 本症例 にお い て
観察 され た 所見は い ずれ も血管内皮細胞 の 酸化 ス ト レ ス に対す
る胞弱性 に起因 した 持続的 な内皮傷害に よ る もの と 考えら れ ,
腎 糸球体毛細血管内皮で観察 され た形態学的変化 は こ の ような
病態を特徴的 に反映 し て い る . -一 方, H O-1ノ ッ ク ア ウ トマ ウ
ス で は肝脾腫が特徴的に観察 さ れ て い るが , 本症例で は肺臓が
欠失 して お り無牌症と考えら れ た . しか し, 心奇形を合併 し な
い 先天性則卑症 は極め て 稀で あり , こ れ まで に検索 した限 りで
は その ような症例の 報告は確認できな い . 開腹生検時に左季肋
下 に は峻痕病変が認 め られ て お り, 胎生期脾 に何 らか の 細胞傷
害転機が働き , H O-1 に よ る代償 が な い た め に 退行 し た の か も
しれ ない . 逆 に無脾症で あ る こ とで 傷害血球 の クリ ア ラ ン ス も
遷延 し, 血 中 ヘ ム 蛋白 の 増加や貧血 の 進行がある程度抑制 され ,
患者の 長期生 存が 可 能 にな っ た もの と推定 され る.
多種の ス ト レ ス 刺激 に よ り H O-1の m R N A発硯が促進す る こ
と や どリ ベ ル ジ ン , フ ェ リ ナ ン, 【一 酸化炭素 な どの ヘ ム 代謝産
物が抗酸化 ■ 抗 炎症作用を持 つ 点 か ら H O-1 は 生体 の 抗酸化機
構 の 主幹を な して い る もの と 考 え ら れ て い る . しか し な が ら
H O-1mR N Aの 発現 と酸化傷害の 制御 と は朴=謁 し な い と する 報
告も ある . Nutter
L17) ら は ヒ ト乳腺癌細胞株 であ る M CF17を用い
て, キ ノ ン 化合物 で ある メ ナ ジオ ン を酸化 ス ト レ ス と し て負荷
す る こ と で H O-1活恍と新=泡内外 の どリ ル ビ ン 濃度変化, D N A
損傷度と の 関連 を調 べ , メ ナ ジ オ ン 曝露 に よ り EO-1発現が 誘
導さ れ て も細胞外の どリ ル ビ ン 濃 度 の 卜昇 は 認 め ら れ なく ,
H O-1括杭物質である錫プ ロ トポ ル フ ィ リ ン に よ る H O-1清件 の
減少 によ りむ し ろ D N A損傷は減少 し, 細 胞増嫡抑別も軽減 し
て い た と 報H し て い る . 一 方 , 低漉度 ヘ ム に よ i■ノ H O-1撞′[ を
誘埠し た 後に 恨化 ス ト レ ス を加 え る こ と によ り, 細胞傷害が抑
制さ れ る と す る 報;l√もあ り
く18)
, こ れ ま で 論 じ ら れ て い る H O-1
の 抗 酸化作H=二は 基質と な る ヘ ム ポl
′
lの 有二在 も不 可欠である と
ナ 想さ れ た . そ こ で 本研究で はL C Lを川い て Po ss
:うこりら に 唯 じて
ヘ ミ ン と 非 ヘ ム で ある塩化カ ドミ ウ ム に曝露 させ , 酸化 ス ト レ
ス 種別の 細胞 性存* を比 較検討 した . 細胞/ヒ仔率を比 較す る と ,
正常対照L C L はl~酬酎ヒス ト レ ス 下で も H O-1を痙性す る にもか
か わ らず 非 ヘ ム 刺激時で は患者と差異なく用量依存的 に細胞傷
害が認め ら れ た . 一 方 , ヘ ミ ン 刺激時 には 正 常対照L C L で は著
明 な Ⅲ0-1産生 が 誘導さ れ る の み で なく, 細 胞傷害が全く観察
さ れ な か っ た . E O-1欠損症L C L で は著明な細胞傷害が誘導さ
れ た こ と か ら , ヘ ミ ン に よ り誘導さ れ る H O-1 が L C Lの 細胞傷
害抑制 に重要 な役割 を果た して い る と 推定さ れ た . 生 体 内で は
ヘ ム を持 っ た大量 の 赤血 球が 循環 し, 感染や 出血な どで 局所で
の 赤血球破壊 が お こ っ て い る の は H O-1の 作用発現 の 上 で も合
目的とも言え る . 非 ヘ ム 蛋白 の 酸化 ス ト レ ス に対 して もH O-1
が 産生 され る 意義 に つ い て は これまで言及さ れ て い ない が , ヘ
ム の 存在が必須な の か, も しく は未知 の 機序 によ る生体防御が
100
存在 して い る の か に つ い て は 今後の 検討が必要で ある .
ヒ ト H O-1遺伝子 は ヒ ト第22番染色体長腕12領域 に存在す る
単 一 コ ピ ー 遺伝子 で あり , 5つ の エ ク ソ ン 配列と4 つ の イ ン ト
ロ ン配列で 構成 さ れ て い る . これ まで 知ら れ て い る ヒ ト疾患で
は染色体遺伝子座 に起 こ る 病的変異が非 コ ー ド配列 に存在す る
の は 約15～ 20% 程度49)で 大部分 は コ ー ド配列 で あ る 点か ら ,
最 初 に症例家系で の H O-1m R N A発現 をR T-P C R法 に て 検討 し
た . 正 常対照 と同 一 条件 の 100mM 亜批酸刺激で は反応5 N/3
N で症例家族 の 全て に増幅産物の 出現を認め た が , 患者 と 母親
で は共 に2 つ の 長 さ の 異 な る増幅産物が検出され , 2 つ の うち
正常長相当の m R N Aレ ベ ル は 母親に 比べ て 患 者は 明ら か に低下
して い た . ダイ レ ク トシ ー ク エ ン ス に より短 い 増幅産物 で は 母
親由来の エ ク ソ ン2ス キ ッ ビ ン グを , 患者の 正 常長相当の 増幅
産物 で は 父親由来 の エ ク ソ ン 3領域 の 2塩基欠失を有す る こ と
で, い ずれ も フ レ ー ム シ フ トに より早期終止 コ ド ン と な っ て い
た , こ の こ とか ら患者 で は 両変異の 複合 ヘ テ ロ 接 合体 と し て発
病 し た もの と 考 え ら れ た . 患 者 の 2塩基欠失変異を有す る
m R N Aレ ベ ル が低下 して い た 原因は定か で は ない が , 転写調節
領域 の 異常 に よ る転写量 の 減少 よりも, む しろ 同変異 m R N Aの
安定性 に起因 して い る もの で あ ろう と解 され た . デ ー タ に は 示
さ なか っ た が 母親由来 の エ ク ソ ン 2ス キ ッ ビ ン グ の 機序 に つ い
て はイ ン ト ロ ン 1 , イ ン ト ロ ン 2に存在す る ス プ ラ イ シ ン グ倶
与お よ び 受容部位付近 の 塩基配列 の 異常 は認め ら れず , 現在は
別の 機序 に つ い て検索 して い る . 症例家族で は父親型変異特異
的なP C Rも併用す る こ と で 表現型を調 べ た結果 , 父親 と 姉 は
エ ク ソ ン 3領域 2塩基欠失 の , 母は エ ク ソ ン 2ス キ ッ ビ ン グ の
それ ぞ れ ヘ テ ロ 接 合体である こと が 判明 した . また 非血縁健常
人1 00名200村 立 遺伝子 の ス ク ー ニ ン グ で は 両変異 とも検出さ
れ な か っ た事実 よ り, 本症例で 認め られ た 遺伝子異常 は非病的
な多型 で は なく , 病的な突然変異であ ると考え ら れ た . 以 上 の
遺伝子解析 の 結果か ら , H O-1欠損 は常染色体劣性遺伝 の 形式
を取るもの と推察 さ れ た .
以上 , 本症例 は 蛋白 レ ベ ル で の H O-1産生 が 欠損 し た世界第
1例日 の ヒ ト E O-1欠 損症 で あ る こ と が 確認 さ れ た . ま た ,
H O-1 ノ ッ ク ア ウ ト マ ウ ス と 同様 に種 々 の 酸化 ス ト レ ス に 対 し
て 明 ら か な脆弱性 が認 め られ た こ と で H O-1 は生 体防御 の 上 で
重要な役割を果 た して い る こ とが 明ら か に さ れ た . 本 症例 の 経
過中 に認め られ た多く の 症状 や臨床所見は血管内皮傷害 に よ り
説明可能 であ る と考えら れ , 死亡 原因も酸化ス ト レス ヘ の 脆弱
性 が関わ っ て い る もの と 想像され る が , 高脂 血症 や 異常な血管
内溶血 , 無脾症 が H O-1欠損 の み で 発症 し得 る か 否 か に関 して
は さ ら に多く の 症例 に よる 検討が 必 要で ある . また 不全型 の 症
例で は 種々 の 臨床症状を呈 してく る こ と が 予想 され , 若年性関
節リ ウ マ チ な ど小児期発症の 慢性炎症性疾患群, 鉄代謝異常 を
示す疾患群 , 血 管内皮傷害症候群 な ど に お い て H O-1欠損症 が
関与して い る 可能性があ る と考え ら れ, 今後も追加症例 の 発見
に努め た い .
結 論
ヒ トH O-1欠損症 1家系 に対 して 細胞傷害機構の解析な らび
に H O-1遺伝子異常 の 解析を行い , 以 下の 結 果を得 た .
1. 今 臥 重度 の 発育遅延 と共に原因不明の 慢性炎症の持続
を認め た 症例か ら世界第 1例日 の ヒ ト H O-1欠損家系を発見 し
た .
2, 症例 家系 の Epstein -Ba r rウ イ ル ス 形 質変換 B細胞株
(L CIJ を伺 い た 種 々 の 酸化 ス ト レ ス に対する H O-1産生 の 検討
で は , 症例 の み で B O-1蛋 白産生 が 欠損 して い る こ と を 明ら か
に し た .
3. へ ミ ン 刺激 に よ り患者 L C L は濃度依存性 に細胞傷害が誘
導さ れ , 正 常対照 で は高濃度 へ ミ ン 存在下 で も細胞傷害は全く
観察さ れ なか っ た .
4. 遺伝子解析 に より患者は父親由来の エ ク ソ ン 3 領域 2塩
基欠失と母親由来 の エ ク ソ ン 2 ス キ ッ ビ ン グ を共 に有す る複合
ヘ テ ロ 接合体 と確定 され た .
5. 保 因者で あ る 父母及 び姉 の 表現型か ら本疾患 は常染色体
劣性遺伝 の形式を取 るもの と推察 さ れ た . ま た非 血縁者10検
体 の 検討で は両変異とも検出さ れ ず, 非病的な多型で は なく病
的な突然変異で ある と考えら れ た .
6. 以 上 の 結果 よ り, H O-1 が 生体内で 酸化 ス ト レ ス に よ る細
胞傷害を抑制す る上 で 極 め て 重要な役割を果 た し て い る こ と が
明らか と な っ た .
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eS S, a nne Xin V, ge n e m utatio n
A bstra ct
He m eoy ge n as e-1(H O-1; E C l.14.9 9.3)is o n e oftw oisofor m s ofhe m e o xy ge na s e a nd a cts a s a ra te-1imiting e n zym e that
cataboliz es c e11ularhe me to biliverdin, Ca rbo n m on o xide, and 丘
･
e eir on . Itis r apidlyindu c ed by v a rious o xidativ e stre s s e s,
thereby playl ng animport antrolein the s elf def 血c e syste m and hom e ostasis of iron m atabolis m･ Re c e ntly, a n alysIS Of H O
-1
knockout mice rev e aled thatdefe cts in H O-1 a ctiv lty led to gr o wth r eta rdation , C e11ula r v uln e rability to o xidativ e l nJu ry,
a ne mia, and ir on depositio nin v ario u so rga n s･ Ho wev er, n Ohu m a ndis e a s ehas s ofarbeen attributedto aprl m a ry deficie n cy
of HO-1. He re, thefirsthu man c as eofH O-1 deficie n cy w a sidentified in a6-yea r- 01d boy with s e v e regr o wth reta rdatio n a nd
prolonged syste mic inflam m atio n･ T he patient a nd his fa mily w e re e v alu ated for H O
,l pr otein e xpres sio n, H O
-1 ge n e
m utation a nd c ellular v uln er ability to oxidativ es tre s s e･ Im m u n ohisto chemistry a nd im m u n oblottlng Of Epstein - Bar r vir u s-
tra nsfbrm ed lymphobla stoidce11 1in e(L C L) re v e aled a co mpletel la ck of H O-1 produ ctio nin the patie nt
'
s L C Cc ells whe n
they w e reexpo sedtovario us stim uli,includinghemin, C admiu rn Chlo ride a nd sodium ar s e nite ･ M ore o v er･ L CL c ells fro m the
Patient w er eextrem ely sensitiv e to cytotoxltyinduc ed byhe min , Whe re a sthose fro m n o rm al c ontrolo r otherfa mily m e mbe rs
w e re completely resistant tohemin
-indu c ed cellde ath･ T he s efindingsindicate that H O-1 plays anirnPO rt a n tr Ole in c ellula r
pro tec tio nfr o moxidativ e stress es･ R T-P C R for H O-l mR N Aw a spe rfor med u slng he min
T Stim ulated L C Lcells･ Tw odistinc t
bands of m R N Aw ere detec ted in the patie nt a nd the dire ct s equ encl ng Ofthe P C Rprodu ct re v e aled that the lo nge rband
derivedfro m a patern alallele and carried a tw o -nu Cleotide deletio n within exo n3, and that the sho rte rband de rived 丘o m a
m aternalallele and hada com plete skipping ofexo n2 ･ Both mutatio nsc a used fr a m eshifts res ultingl nPrem atur ete rmin ation s
in the synthesis ofthe HO-1 protein･ Camie rdetection in th is fa mily w as perfo r m ed by R T- P C Rand by m utation -SPe Cific
P C Rtodete ct the ex o n2 skippl ng a nd the tw o
- n uCleotide deletion within ex on 3, re SPeCtively･ T he patie nt
-
s sis te rw a s
dete rminedtobe a carrie rofthe abnorm al pate rn al a11ele ･ N o m u tant a11eles we r edete ct ed am o ng lOOu n related healthy
co ntroIs･ Thes efindings co nfirm that the patient is aco mpou nd het ero zy gote of the t w oH O-1 mutation sa nd itis stro ngly
indic ated thatHO-1plays slgnificantpro te ctive r ole sin str es s-induc ed c ell ilt)u ry, both in vivo and in vitro ･
